BIOSINTESIS DE ECDISTEROIDES EN TRIATOMA INFESTANS 
(HEMIPTERA REDUVIIDAE) 1 


ANGEL STOKA 2 


INTRODUCCION 


Los insectos en general requieren una fuente externa (dieta) que provea los estero- 

les necesarios para el normal crecimiento, desarrollo y reproducción. Tanto en los verte- 
brados y mayoría de las plantas, los cuales son capaces de biosintetizar esteroles a partir 
de moléculas simples, como en insectos los esteroles juegan un doble rol: 
1) Como componentes de las membranas celulares y estructuras subcelulares, 2) como 
precursores para la síntesis de bio-reguladores tales como los ecdisteroides (ecdisona y 
compuestos relacionados). Desde los clásicos experimentos de Fukuda (1940) se ha con- 
siderado a la glándula protorácica como productora de ecdisona. 

En los últimos años se han producido varios trabajos donde se demostraba la capa- 
cidad de sintetizar ecdisona en otros tejidos de insectos ajenos a la glándula protorácica, 
Sobre los triatominos no existe información respecto del sitio de síntesis de ecdisona; 
con el objeto de esclarecer dicho punto se ha realizado el presente trabajo. La similitud 
estructural entre el colesterol y la ecdisona (Figura 1) nos indujo a utilizar el primero 
como sustrato para obtener la segunda, hormona de la muda, en la experiencias de 
síntesis realizadas. 


MATERIALES Y METODOS 


insectos. 
Todos los insectos fueron mantenidos a 30°C y 55-65 °/o de humedad, siendo ali- 
mentados sobre aves. 
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COLESTEROL 


ECDISONA 





Figura 1. Similitud estructural entre el colesterol y la ecdisona. 


Radiactivos, 
Colesterol 1,2-4H (act. esp. 5,00 Ci/nmol) fue adquirido a New England Nuclear 
(Boston U.S.A.) 


Ecdisteroides, 

Ecdisona y 20-OH-ecdisona fueron adquiridos a Simes S.P.A. (Milano, Italia). Pre- ` 
vio a su utilización la pureza de todos los compuestos fueron analizados por cromatografía 
en capa delgada en cromatoplacas de silica gel, con o sin indicador de fluorescencia, 


Disección e identificación de la glánuula protorácica, 

Se observa en la Fig. 2-A que los tergitos pro y metatorácicos se levantan cortando 
los márgenes que unen la parte dorsal con la ventral y el tejido muscular. Los lóbulos ex- 
ternos (b) del cuerpo graso torácico son separados quedando a la vista un par de lóbulos 
internos (c, g). à 

La glándula protorácica no se distingue en la observación directa dado que las célu- 
las que la componen se hallan dentro de los lóbulos interiores del cuerpo graso torácico, 

Estos lóbulos interiores a diferencia de los exteriores están ricamente provistos de 
tráqueas, 

Para confirmar la ubicación de la glándula protorácica se realizaron varias tincio- 
nes con hematoxilina según la técnica de Wigglesworth (1952). Luego de la tinción se 
observa la retención del colorante por las células de la glándula protorácica (Fig. 2 B). 
Condiciones de incubación. a > 

Se utilizaron lotes de 75 ninfas del 5% estadío de Triatoma infestans. Las glándu- 
las protorácicas luego de ser disecadas se homogeneizaron e incubaron en un medio con 
la siguiente composición: ATP 6,56 umoles; NADP 3,60 umoles; NAD 3,77 umoles; 
GLU-6-P 9,63 umoles; Glucosa, 0,125 M; Nicotinamida 0,30 umoles; NADPH 0,1 mg 
y Penambis 0,25 ml (200 u.i. penicilina + 70 ug estreptomicina). Luego se agregaron 5 
uCi de colesterol - 3H en propilenglicol (5 %/0) llevando a un volumen final de incuba- 
ción de 1 ml. En iguales condiciones se incubó como control igual cantidad de cuerpo 
graso. La incubación se realizó a 30°C durante 24 horas con agitación permanente. A su 
término se agregó 5 ml de metanol y 60 ug de ecdisona y 20-OH-ecdisona no radiactivas 
para evaluar pérdidas. Se realizaron cinco series de incubaciones con 75 pares de glándu- 
las protorácicas cada una. 


A. STOKA, Biosintesis de ecdisteroides en T. infestans. 307 
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Figura 2. A) Vista dorsal interna de las regiones pro y metatoracicas luego de la remo- 
ción de los tergitos y del tejido epidérmico subyacente. a: músculos seccionados, 
b: lóbulos exteriores del cuerpo graso, c: lóbulos interiores del cuerpo graso, d: 
vaso dorsal, e: esófago, f: glandulas salivares, g: lóbulos interiores del cuerpo gra- 
so expuestos en su total dimensión, h: estómago. B) Lóbulo interior del cuerpo 
graso torácico que contiene la glándula protoracica, i: células de la glándula pro- 
torácica, j: cuerpo graso. 
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Extracción y aislamiento de ecdisteroides. 

Los homogenatos fueron calentados a 60%C durante 10 minutos y centrifugados a 
2500 g, 10 minutos a 20-25°C, El procedimiento fue repetido dos veces y los sobrena- 
dantes fueron llevados a sequedad por evaporación bajo presión reducida; posteriormen- 
te fueron resuspendidos en 1,5 ml de metanol. Una quinta parte de esta suspensión fue 
posteriormente cromatografiada en placas delgadas de silica gel de 20 x 20 cm. y 0,2 
mm de espesor, con o sin indicador de fluorescencia (Merck o Riedel de Haén). Las 
cromatografías fueron desarrolladas en cloroformo: metanol (8:2 v/v) (CCD-A) y en clo- 
roformo: etanol (9:1 v/v) (CCD-B). 

Ecdisona y 20-OH-ecdisona no radiactivas fueron cromatografiadas mezcladas con 
los extractos. Para la detección de ecdisteroides los cromatogramas fueron desarrollados 
en cromatoplacas de silica gel sin indicador de fluorescencia, y rociadas con una solución 
de 3 °/o (p/v) vainillin en 96 °/o de etanol conteniendo 2,0 °/o de ácido sulfúrico. Pos- 
teriormente la placa fue calentada en estufa a 110°C durante 5 minutos. 


Preparación de derivados de 20-OH-ecdisona, 

Los acetatos fueron obtenidos por acetilación selectiva de 10 mg de 20-OH-ecdi- 
sona al reaccionar con 600 ul de una mezcla de piridina: anhídrido acético (2:1) a 25°C. 

Alicuotas de 100 ul fueron tomadas a intervalos de 0,5; 1, 2,4, 6 y 24 horas y 
evaporados bajo presión reducida luego de la adición de etanol para eliminar las trazas 
de piridina. i 

El residuo fue disuelto en etanol, sembrado en una placa delgada de silica gel y cro- 
matrografiado en CCD-A una vez (desarrollo 50 9lo) y dos veces en el sistema CCD-B 
(desarrollo: 100 °/o), La Tabla 1 indica la coloración al ser revelados con vainillín-sul- 
fúrico y los Rf respectivos. 


Medición de la radiactividad, 

El registro de la radiactividad de las cromatografias en placa delgada se realizó en 
un radiocromatógrafo Packard modelo 7201 o en Berthold 4B 2723. Para cuantificar 
con mayor precisión se cortaron los cromatofolios en bandas de 7mm x 3 cm y la radiac- 
tividad fue medida por centelleo liquido. 

Para muestras líquidas se utilizó indistintamente un contador de centelleo líquido 
Packard modelo 3320, Beckman LS-100 C o LS-3133 P, La radiactivdad fue medida 
luego de adicionar 3 ml de solución de Bray (1960). 


RESULTADOS Y DISCUSION 


La Figura 3-A y 3-B muestran los radiocromatogramas obtenidos a partir de los 
extractos metanolicos desarrollados en el sistema CCD-A. 

En las incubaciones con glándulas protorácicas se observó la producción de un ma- 
terial radiactivo que posee igual movilidad cromatográfrica en CCD-A que la 20-OH-c- 
disona. 

Mínima cantidad de ecdisona radiactiva fue detectada. Las incubaciones realizadas 
con cuerpo graso abdominal no muestran transformación a ecdisona 6 20-OH-ecdisona. 
Luego de las cromatografías con CCD-A las bandas correspondientes a ecdisona, 20-OH- 
ecdisona y compuestos polares fueron eluidas y una alícuota utilizada para medir la ra- 
diactividad en centelleo líquido que resultó ser igual a: ecdisona: 1640 cpm (£151); 
20-OH-ecdisona: 6470 cpm Č 754); conjugados: 470 cpm ( 75). Estos valores deben 
ser corregidos de acuerdo al rendimiento de extracción que fue del 60 °/o. Por lo tanto 
el porcentaje de transformación de colesterol a 20-OH-ecdisona es 0,0016 °/o. 
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Figura 3. Radiocromatogramas de los extractos correspondientes a las incubaciones 
realizadas con colesterol radiactivo y deferentes porciones del cuerpo graso de 
ninfas del 5° estadio de 7. infestans: A: lóbulos interiores del cuerpo graso to- 
rácico (glándula protoracia), B: cuerpo graso abdominal, 


La 20-OH-ecdisona eluída de las placas fue acetilada durante 24 horas y cromato- 
grafiada en los sistemas CCD-A y CCD-B, La distribución de la radiactividad se observa 
en la Fig. 4 en la cualse indica la posición de los picos radiactivos y los acetatos de 
20-OH-ecdisona que se utilizaron como sustancia de referencia, Por otra parte, también 
para confirmar la identidad de la radiactividad aislada de las placas, se agregó 5 mg de 
20-OH-ecdisona no radiactiva y se recristalizó a actividad especifica constante (Tabla2). 

Los resultados obtenidos indican que los lóbulos interiores del cuerpo graso toráci- 
co sintetizan 20-OH-ecdisona a partir del colesterol. 

Esto señala que previamente hay una transformación de colesterol 3H -a ecdisona, 
. si bien ésta no fue aislada en cantidades importantes en incubaciones largas (24 horas) ó 
cortas (2-5 horas). Incubaciones realizadas con cuerpo graso abdominal y ecdisona-*H, 
en iguales condicones que las utilizadas para observar la transformación de colesterol-7H, 
evidenciaron una conversión a 20-OH-ecdisona-7H cercana al 20 °/o en 24 horas. Tam- 
biés se observó transformación a conjugados pero en menor proporción (5-9 °/o), Por 
lo tanto todo induce a pensar que los lóbulos de cuerpo graso torácico que contienen a 
la glándula protorácica metabolizan la ecdisona producida por las células glandulares a 
20-OH-ecdisona. Similar comportamiento pero con menor capacidad (10-12 9/0) que el 
cuerpo graso se observó en tubo digestivo, 

Cuando se realizaron incubaciones de abdómenes aislados con colesterol-3H no se 
observó transformación a ecdisona 0 200 H=<cdisona, 

Si se inyecta acetato de sodio-1%C en ninfas del 5° estadio de Triatoma infestans 
no sé observa la transformación a ecdisona-1%C, Esto revela que no existe sintesis de 
novo. | | 

La ingesta en los insectos hematófagos provee de colesterol y esteroles que son 
utilizados en la biosíntesis de ecdisteroides, por lo cual es lógico esperar que no exista 
síntesis de novo de colesterol. Se sabe que existe síntesis de hormona juvenil a partir de 
acetato, propionato y mevalonato (Schooley, 1973), Por lo tanto la incapacidad para 
sintetizar esteroles, colesterol y por consecuencia ecdisteroides a partir de acetato se 
produce en algún momento, luego de la formación del farnesilpirofosfato (Fig. 5). 
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TABLA 1 
Compuesto Rf 
22 acetato-20-OH -ecdisona 0,12 
2 acetato-20-OH-ecdisona 0,18 
3 acetato-20-OH-ecdisona 0,18 
2, 22 diacetato 20-OH-ecdisona 0,28 
3, 22 diacetato 20-OH-ecdisona 0,28 
2, 3 diacetato 20-OH-ecdisona 0,32 
2, 3, 22 triacetato 20-OH -ecdisona 0,45 
2, 3, 22, 25 tetra acetato- 20-OH-ecdisona 0,68 
20-OH-ecdisona 0,06 
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Figuta 4. Distribución de la radiactividad obtenida al cromatografiar la 20-OH -ecdisona 
aislada de la placa cromatográfica que se indica en la Fig, 3 A, en el sistema CCD-B 
luego de ser acetilada durante 24 horas a temperatura ambiente; /: 20-OH-ecdiso- 


na, Acetatos de 20-OH-ecdisona; 2: 22-monoacetato, 3: 


2 y 3 monoacetatos; 4: 


2,22 y 2,33 -diacetatos, 5: 2,3 -diacetato, 6: 2,3,33 -triacetato, 7: 2,3,22,25-tetra- 


acetato, 


Existen resultados obtenidos por otros investigadores trabajando con diferen- 
tes generos como Peripjaneta (Bodenstein, 1955; Chadwick, 1955); Calliphora (Mo- 


riyama y col. 1970; King, 1969); Bombyx (Nakanishi y col., 


1972) que indican la 


existencia de células extraprotorácicas capaces de sintetizar ecdisteroides. Dichas cé- 
lulas podrían ser los enocitos que tienen un aspecto de célula esteroidógena (Locke, 
1969; Gnatzy, 1970; Romer, 1972, 1973, 1974, 1975). En Triatoma infestans no 
se observó síntesis de ecdisteroides en otros tejidos aparte de la glándula protorácica. 
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Figura 5: Biosintesis de hormonas juveniles a partir de acetoacetil-CoA, La síntesis de 
ecdisteroides sólo se cumple a partir de esteroles. 


TABLA 2 


Actividad específica de 20-OH -ecdisona 
Sistema (cpm/mg) Líquido madre 
Cristales 


Acetato de etilo: 
metanol (9:1) 715 691 


Benceno: metanol 


(9:1) 6335 — 658 


Recristalización a actividad especifica constante de la 20-OH -ecdisona aislada luego de 
incubar glándulas protorácicas con colesterol-3H. 


312 Revista de la Sociedad Entomologica Argentina 41(14), 1982 


AGRADECIMIENTOS 


Se agradece a: la Subsecretaría de Ciencia y Tecnología el apoyo otorgado para 
realizar este trabajo; a las siguientes personas quienes en la faz técnica desarrollaron una 
tarea eficiente y entusiasta: María C, Estivariz y Héctor U. Chaves. 


SUMMARY, Studiesin vitro using different tissues were performed in order to determine 
the place of ecdysteid synthesis during the fifth nymphal instar, The incubations were 
carried out using two main tissues: lobes of fat body which contain the prothoracic 
gland and abdominal fat body. The obtained results showed in lobes of the protho- 
racic fat body a great capacity to synthesize 20-OH-ecdysone from cholesterol. No 
synthesis of ecdysteroids was observed in abdominal fat body, epidermis and alimen- 
tary tract. Experiments in vivo showed that cholesterol is not synthesized de novo 
from simple molecules such as sodium acetate. 
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